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序論  
極限環境微生物について 
微生物の能力には未知の部分が多く、大きな可能性をもった生物資源である。特に微生
物が生産する酵素は基質特異性が高く、生育環境に適応するために優れた性質を持つこと
が予想される(1)。生物の生活に影響を与える環境要因としては、温度、圧力、水分、pH、
塩濃度、有機物、放射線などがある。これらの環境条件が通常とはかけ離れた場所に生育
している微生物、つまり一般的生物が棲むことのできない生育環境を好んで適応した微生
物を、極限環境微生物と呼んでいる。これらの微生物は耐熱性、低温高活性や耐酸性など
の有用な性質を持っている可能性がある(1)。温泉地域や海底熱水孔などから単離された微
生物の中には、40℃～80℃において生育する高熱菌、80℃以上に生育する超高熱菌という
好熱性の性質を持っているものが報告されている(2)。この超好熱菌由来の酵素は高い熱安
定性を示し、産業利用（バイオリアクターなど）や PCR 技術（DNA ポリメラーゼ）への
利用に高い関心が集まっている(3)。またその一方で、地球表面積の７割を占め、その体積
の 90％以上が 5℃以下であるといわれる海洋の環境に適応した微生物は、低温下において
も生育することができ、低温でも活性の高い酵素を抽出できる可能性があると考えられて
いる(4)(5)。この低温でも生育することのできる微生物としては 1887 年に、Forster によ
って低温にて保存された魚類から単離した細菌が、氷に漬けた試験管において増殖するこ
とが初めて確認された(5)。その後、便宜的に 0℃以下でも増殖できる微生物のうち、生育
限界温度が 20℃以下で、最適温度が 15℃以下の微生物を好冷菌と呼び、生育限界温度が
20℃以上のものを低温菌と呼んでいる(5)。低温菌や好冷菌は低温でも活性の高い酵素を生
産することから、この酵素を利用することにより洗剤や食品分野での応用や有害廃棄物浄
化のコストダウン、環境汚染の軽減が可能になると期待できる。しかしながら、低温菌は
低温においても高い活性を持つ特性から自然界のいたる場所に棲息しているため、牛乳・
食肉・冷凍食品などの食品が汚染され易い状況に置かれる場合がある。このような場合、
低温保存されている食品においても低温菌が増殖し、品質を低下させる(5)。微生物は目的
をもって上手に制御しさえすれば、私たちの生活において非常に有益な役割を果たす反面、
食品や環境を汚染の要因となる生物である。極限環境微生物の中には、1000atm 以上の水
圧下にある海底に生息し、高圧でないと生息することのできない絶対好圧菌や、死海やソ
ルトレイクのような極めて、高塩濃度の環境に置かれても生育することのできる好塩菌、
中性から離れた至適 pH の特性を示し優れた水素イオン濃度調節機構を持つ好アルカリ性
菌や好酸性菌、この他にも、溶媒耐性菌、重金属耐性菌、人工化学物質分解菌なども存在
している(4)。微生物の大きな系統分類として、古細菌と真正細菌に大別することができる
が、古細菌と真正細菌ともに高温、高塩濃度、無酸素、酸性、アルカリ性などの極限環境
下にはどちらも生育していることが確認されている。また、これまでに知られている古細
菌のほとんどが極限環境微生物であるため、原始地球の環境を好む性質から生命起源の解
明の手がかりを持つのではないかとしても注目されている(3)。 
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微生物による環境浄化について 
 上記のように微生物の持つ物質分解能力は多様であることから、例えば、汚染土壌や下
水などの難分解性で有害な環境汚染物質が多く存在する場所には、より高い確率でその物
質を分解する微生物が見つかることが知られている。この性質を利用して微生物による環
境修復や廃棄物処理を行うことができる。そのバイオレメディエーションの例として、ド
イツ、ライン川上流地域における油汚染において、窒素・リン酸を添加し土壌微生物を活
性化させることにより環境修復を行った事例がある。その結果、汚染炭化水素濃度 2.0～
6.0mg/L を 0.082～0.1mg/L に低減させることができている(6)。産業活動により必要にな
る排水処理には、微生物の資化分解能力を利用した活性汚泥法が確立された手法として使
われている。すなわち、都市下水処理の目的には好気性の微生物群（細菌類・原生動物・
後生動物の混合物）が、大量の空気を送り込む曝気槽との組み合わせによって、排水中の
有機物や浮遊物質を除去し透明な処理水にすると同時に、時には低酸素状態も組み合わせ
てリンや窒素などの栄養塩類をできるだけ取り除き、かつ発生する余剰汚泥量を可能な限
り減少させることを目指して運用されている。微生物の分解能はすべての汚染物質に対し
て有効ではないものの、懸濁物質として下水中に含まれる非特定汚染源由来の難分解性有
害化合物もフロックに物理化学的に吸着して沈殿することによって、水圏から取り除くこ
とができるなど、これらの多様な問題を解決できる能力を有している(7)。様々な汚水を排
出する産業の中でも、食品工場からは使用された原料や副原料に由来する有機性汚濁物を
高濃度に含む排水が排出されるが、一般的にこの排水処理には上述の活性汚泥法が用いら
れている。活性汚泥法は、排水中の BOD 成分を最終的には炭酸ガスにまで分解できると
ともに、処理コストも比較的安価ではあり、多くの排水処理の現場において採用され、非
常に良い成果をあげている。しかし、好気性微生物の生息する曝気槽、微生物汚泥と処理
水を固液分離する沈澱池、汚泥を曝気槽に戻す返送システムなどの設備に要する設置面積
が極めて大きくなることや(8)、また、低温下での水質浄化効率が低下するため温度の及ぼ
す影響が著しく現れること(9)、バルキングが起こりやすいこと、余剰汚泥の削減などまだ
解決しなければならない課題が多い。特に排出される余剰汚泥のほとんどが焼却又は、埋
め立て処理をすることになるため、最終処分場の受け入れ能力不足が深刻な問題になって
いる(8)。 
 
食品、繊維業における澱粉排水について 
食品工業、繊維工業ともに、その製造過程で水を多用する産業の一つであり、排水中に
含まれる高濃度炭水化物であるデンプンの水質汚染が問題となる。それらの具体的な例を
見てみると、千葉県の東総地域ではサツマイモの栽培をしており、周辺にはサツマイモデ
ンプンを生産する工場がある。昭和 50 年代にデンプン製造工業の排水が問題になり排水
処理施設の設置を行ったが、現在でも水質汚濁防止法に基づく立ち入り検査結果では、基
準値を超過したり、一部では未処理排水で河川が白濁したりすることが確認されている
(15)。北海道においても馬鈴薯からデンプンを大量に生産してする産業が盛んである(9)。
これらの工場から排出されるデンプン排水の処理では、冬季は特に気温の低下により排水
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処理を行う上で機能を十分に発揮できない(9)。サツマイモや馬鈴薯からデンプンを生産す
る場合、秋から冬にかけて収穫したものを使用するため、生産活動のピークは冬季の気温
低下時に行わなければならない。そのため、低温下での排水処理の効率低下が問題となる。
他にも日本酒醸造、一般の食品加工業等では、例えば、精米する際に多量の洗米排水が産
生されるが、その洗米排水は窒素、リン、澱粉粒子などを含んでおり、これも水質汚濁の
原因となっている(11)。一方の繊維工業では織物を生産する際に、織布工程で縦糸に糊剤
をつける工程が欠かせない。織布後にはこれらを除去するために、木綿や麻生地生産の前
処理として、アミラーゼや酸化剤を用いた糊抜き等を行う必要がある。澱粉は古くからこ
のように、糊剤の一つとして広く使われている。繊維工場から排出される排水中の澱粉は
この前処理の段階において多量に排出されており、これらを削減することが環境水質保全
の上からも重要な課題となっている(12)。これらは水質汚濁防止法で規制の対象となって
いるが、一日の排水量が 50 ㎥以下の工場や事業所の場合は適用を受けず、基準値である
化学的酸素要求量（COD）は 120mg/L(13)を超えている場合があり、総量規制の観点から
環境への負荷が指摘されている。 
 
デンプンとアミラーゼの化学的特徴 
前述のように工業目的で使用されるデンプンには、グルコースが α－1,4 ルコシド結合
によって直鎖状に結合しているアミロースの他に、α－1,4 結合と α－1,6 結合の二種のグ
ルコシド結合により構成されている鎖状のアミロペクチンがある。これらはいずれも高分
子多糖類であり、米などに多く含まれ、重要な貯蔵エネルギー源となる物質であるが、食
品工場や繊維工場から排出されるデンプン排水は、河川などの水圏に白濁を起こすだけで
はなく、富栄養化の一因ともなるため水質汚濁防止法で排出濃度が制限されている。アミ
ラーゼはこのデンプンの α－1,4 グルコシド結合、また、α－1，6 グルコシド結合の加水分
解を行う酵素である。α－1,4 グリコシド結合をランダムに加水分解する endo 型の酵素を
α アミラーゼ、非還元性末端からマルトース単位で α－1,4 グリコシド結合を水解する exo
型の酵素を β アミラーゼ、非還元性末端からグルコース単位でグ α－1,4 リコシド結合、α
－1,6 グルコシド結合を水解する exo 型の酵素をグルコアミラーゼと呼んでいる。このよ
うに多種多様なアミラーゼは食品用酵素、繊維用酵素、洗剤用酵素などとして、様々な産
業分野に使われており、非常に重要な酵素群の一つとなっている(14)。 
 
本研究の目的と経緯 
極限微生物から分離されたデンプン類分解能を持つ菌としては、南極の Prydz 湾の深海
沈澱物から低温性のデンプン分解菌を単離後、同定を行い 2 種類の低温高活性のアミラー
ゼ生産菌を得ることができたという報告がある。このアミラーゼ産生株は、Pseudomonas、
Rhodococcus 及び Nocardiopsis 属の菌であり、増殖及びアミラ-ゼ産生に対する最適温度
は、15～20℃であった。精製アミラーゼは、40℃、pH9.0 で最も高い活性を示し、5℃の
低温においても 40℃のときの 50%の活性を保持していた(15)。一方アミラーゼ生産菌のデ
ンプン分解能を利用したデンプン排水の処理に関する研究としては、Endomycopsis 
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fibriger と、生成した糖分を資化して増殖する Candida utilis を利用して、デンプン廃液
（固形分３％、BOD15000mg/L）の処理を行い、BOD が 90～95％低下したという報告が
されている(16)。 
当研究室では、南極海で採取した様々な細菌を所有している。これらの中からこれまで
に、低温において増殖がみられたアミラーゼ生産菌（8 株）と思われる細菌が単離され、
簡易同定されている。南極海水からの微生物の収集は、本大学の海鷹丸の第18次航海(2005
年 11 月~2006 年 3 月)において、当研究室の林教授と 2008 年に大学院修士課程を修了し
た川越翼氏が行った。その後、2007 年卒業の室井氏により清水の海洋細菌同定法(17)これ
らの一連のアミラーゼ生産菌は Pseudomonas 属、あるいは Alcaligenes 属、
Chromobacterium 属である可能性が示唆されている。これらの菌は吸光度が 0.2Abs 程度
になるよう培養後、滅菌済み BPG 体培地を加えて菌液の濃度調整を行い、その菌液 20g
に対して最終濃度が 20%になるようにグリセリンを加え、菌体に馴染ませた後に－80℃に
て凍結保存されている(18)。 
本研究では、この南極海アミラーゼ生産菌の性状を調べ、最終的には低温高活性という
優れた性質を実際に利用することを目的としている。南極海から得られたこれらのアミラ
ーゼ生産菌を用いて、食品生産や繊維生産の際に排出される廃水の処理を低コストのバイ
オリアクターで行うことを目指し、実用化の第一段階として小規模なモデルの構築を試み
た。一般に低温環境に適応した微生物は、通常の微生物が低温下で見せる酵素活性の低下、
能動輸送能の低下、転写や翻訳機能の低下などが少ないことが期待されており、秋から冬
にかけての水温が下がる低温期においても十分な排水処理能力を有するものと思われる。
本研究ではアミラーゼ分解菌の性状、酵素活性の測定、同定試験の結果から有用だと思わ
れる菌株を選択し、固定化微生物としての排水資化能の測定から最終的にはバイオリアク
ター目指す小規模モデルの検討を行った。 
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第 1 章  南極海由来アミラーゼ生産菌 8 株の性状 
南極海水からの微生物の収集は、本大学の海鷹丸の第 18 次遠洋航海にて行ったもので
ある。南極海において CTD にて採水した海水を、直径 47mm のメンブランフィルター(孔
径 0.2μm)で吸引濾過し、微生物をメンブラン上に補集した。補集に際しては、孔径 100μm、
30μm のメンブランを上部に重ねて大型浮遊微生物の混入を防いだ。その後、孔径 0.2μm
のメンブランを BPG 液体培地に投入し、冷蔵庫内４℃に保存し微生物原液とした。試料
の採取日、採取海域、採水深度、濾過量の一覧は表１に示した。分離した 1611 株の中か
らデンプン培地に植菌し、5℃で一週間後、6mm 以上のクリアゾーンを形成した 8 株を優
良菌株とした。試料とした海水の No.、プレート名称、菌の番号から 2A-31 株、2A-42 株、
2B-1 尤株、4D-4 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株と呼称した。本章では、
南極海から単離された低温高活性アミラーゼ生産菌と思われるこれらの菌株を対象とし
て基本的性状の測定を行った。増殖曲線の測定、酵素活性の測定、酵素活性の消長の測定
の結果から、生理活性が高い状態で培養を行うための最適条件を求め、より優良な菌株の
選択を行った。 
 
表 1 南極海水を採水した CTD のデータ 
No. CTD 開始 緯度（S） 経度（E） 
採水深度
（ｍ） 
温度 
(℃) 
濾過量
（L） 
1 2006/1/11 0:24 65.14.0809 34.25.2112 1356 -0.2 15.0  
2 2006/1/12 21:32 65.40.2026 35.59.2948 4543～100 0.2 9.8  
3 2006/1/13 3:30 65.19.9535 35.58.112 100～10 0.0 8.0  
4 2006/1/14 17:00 64.59.954 38.0.158 4873～150 1.7 8.2  
5 2006/1/14 22:39 65.20.0558 37.59.7932 4821～500 1.4 9.0  
 
 
第 1 節 増殖曲線の測定 
微生物の増殖に適したな温度の範囲は広く、菌ごとに異なる。各温度段階で増殖曲線を
測定し至適生育温度を知ることにより、微生物やその酵素を利用する際の大量培養または
連続培養を効率的に行うことができる。また、より低温でも活性の高い微生物をリアクタ
ー構築に向けた小規模モデルに利用できれば、低温の状態を想定した条件下でもデンプン
を分解できると考えられる。 
 
1.   実験方法 
10℃、15℃、20℃、25℃、30℃の各温度段階にて増殖曲線の測定を行い、最適温度の
測定を行う。各温度に設定したインキュベータ内で BPG 液体培地にて培養し、４時間ご
とに 660nm にて濁度を測定した。 
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2.   試薬調製 
Broth Pepton Glucose(BPG)液体培地の調製 500ｍL 
培地には BPG 液体培地を用いた。BPG 液体培地は炭素・窒素源に魚肉エキスを用い、
海洋微生物の培養を目的としており、一般的な培地と比較すると塩濃度が高い特徴を持っ
ている。栄養をリッチにする場合はグルコースを添加するが、本実験ではグルコースを除
いて微生物の増殖曲線の測定を行った。 
  
表 2 BPG 液体培地の組成（ｇ/Ｌ） 
試薬名 規格 メーカー 数量(g) 
魚肉エキス  和光純薬 2.5 
MｇSO₄・７H２O 特級 国産化学 1.25 
ペプトン  和光純薬 2.5 
KCl 特級 国産化学 0.5 
NaCl 特級 国産化学 1.5 
 
①培地成分をビーカーに測り入れ、蒸留水 500mL を加え、マグネットスターラーにて攪
拌した。 
②デュラン瓶に移し、121℃20 分で高圧蒸気滅菌を行い、これを滅菌済み BPG 液体培地
とした。 
 
3.   実験操作 
①綿栓が隠れるまでアルミホイルで覆った 100mL 容三角フラスコを 160℃4 時間乾熱
滅菌したものに、滅菌済み BPG 液体培地を無菌的に分注器にて 50mL 入れ培地 9 個
作った。前々培養を、－80℃にて凍結保存された 8 菌株を解凍、100μL 植菌し、20℃
のインキュベータにて振盪培養を行った。また、残りの 1 本をブランクとして培地の
みの三角フラスコも同時に振盪培養した。 
②前培養を、滅菌済み BPG 液体培地を分注器にて L 字管に 10mL 入れ、前々培養にて
増殖した菌体を 100μL 植菌し、本培養における各設定温度にて行った。 
④前培養の濁度（660nm）が約 1.0Abs 増殖した測定菌液 100μL を③と同じ培地に植菌
し、本培養に移った。 
⑤本培養は 10℃、15℃、20℃、25℃、30℃の各温度段階にてインキュベータ内で振盪
培養を行い、4 時間毎に濁度計にて濁度を測定した。 
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4.   結果 
 
図 1 2A-31 株の温度別経時変化における増殖曲線 
2A-31 株は 20℃においての増殖が速く、12 時間後に対数増殖期に入り、28 時間後には
定常期に移行し、終点での吸光度（600nm）は 1.09Abs であった。30℃においては前培
養の段階で増殖がみられなかったが、10℃においては増殖した。 
  
図 2 2A-42 株の温度別経時変化における増殖曲線 
2A-42 株においても 20℃での増殖が速く、8 時間後に対数増殖期に入り、24 時間後に
は定常期に移行し、終点における吸光度は 1.112Abs であった。30℃においては前培養の
段階で増殖がみられなかった。10℃においても増殖がみられた。
12 
 
 
  
図 3  2B-1 株の温度別経時変化における増殖曲線 
2B-1 株は 20℃においての増殖が速く、12 時間後に対数増殖期に入り、32 時間後には
定常期に移行し、終点は 1.143Abs であった。30℃においては前培養の段階で増殖がみら
れなかったが、10℃の場合にも増殖した。 
 
  
図 4  4D-4 株の温度別経時変化における増殖曲線 
2B-1 株は 20℃～15℃においての増殖が速く、20℃では 8 時間後に、15℃では 12 時間
後に対数増殖期に入り、32 時間後には定常期に移行した。終点は 20℃では 1.328Abs、15℃
では 1.389Abs であった。30℃においては前培養の段階で増殖がみられなかったが、10℃
の場合でも増殖した。 
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図 5 5A-25 株の温度別経時変化における増殖曲線 
5A-25 株は 20℃～15℃においての増殖が速く、20℃、15℃ともに 16 時間後に対数増殖
期に入り、40時間後には定常期に移行した。終点は20℃では1.220Abs、15℃では1.360Abs
であった。30℃においては前培養の段階で増殖がみられなかったが、10℃の場合でも増殖
がみられた。 
 
  
図 6  5A-37 株の温度別経時変化における増殖曲線 
5A-37 株は 20℃においての増殖が速く、12 時間後に対数増殖期に入り、28 時間後には
定常期に移行し、終点は 1.335Abs であった。30℃においては前培養の段階で増殖がみら
れなかったが、10℃の場合でも増殖した。 
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図 7  5C-66 株の温度別経時変化における増殖曲線 
5C-66 株は 20℃～15℃においての増殖が速く、20℃、15℃ともに 12 時間後に対数増殖
期に入り、32時間後には定常期に移行した。終点は20℃では1.227Abs、15℃では1.387Abs
であった。30℃においては前培養の段階で増殖がみられなかったが、10℃の場合でも増殖
した。 
 
  
図 8  5C-72 株の温度別経時変化における増殖曲線 
5C-72 株は 20℃においての増殖が速く、12 時間後に対数増殖期に入り、24 時間後には定
常期に移行した。終点は 1.226Abs であった。30℃においては前培養の段階で増殖がみら
れなかったが、10℃の場合でも増殖した。 
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5.   考察 
各菌株の増殖速度を、対数増殖期における最も高い傾きと定義して、温度別単位時間当
たりの吸光度増加量を求めグラフにしたものを以下に示した。  
 
 
図 9 2A-31 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 
図 10 2A-42 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
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図 11 2B-1 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 
図 12 4D-4 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
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図 13 5A-25 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 
図 14 5A-37 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
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図 15 5C-66 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 
図 16  5C-72 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
全ての菌株において 30℃では前培養の段階から生育しておらず、30℃以上では生育で
きていない。2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株、5A-37 株、5C-72 株は 20℃において誘導期
は短く増殖速度も早いため、この温度が至適生育温度であった。また、4D-4 株、5A-25
株、5C-66 株は 15～20℃にて同様に至適生育温度であった。この結果から、最適温度が
15℃以下の微生物を好冷菌ではなく、生育限界温度が 20℃以上の低温菌であった。 
増殖速度においても至適生育温度において最も高い値を示していた。低い温度帯(10℃)
において至適生育温度と比べても、2A-31 株、2A-42 株、4D-4 株、5A-37 株、5C-72 株は
30～50％の増殖速度を維持しており、また 2B-1 株、5A-25 株においては 71％の増殖速度
を維持していた。－0.2～1.7℃の水温であった南極海水から採取してきた微生物であるた
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め、30℃以上では生育できなくなるものの、低温でも若干活性が下がるものの増殖は可能
であった。 
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第 2 節  酵素活性の測定の検討 
低温でより活性の高い菌株を選択するために、アミラーゼ生産菌の培養経過時間に対す
る酵素活性の変化を測定し、至適酵素活性測定条件の検討を行った。 
 
1.  Somogyi-Nelson 法による還元糖の測定法 
酵素活性はアミラーゼがアミロースを分解して産生された還元糖の測定を行うことに
より求めた。還元糖の測定は Somogiy-Nelson 法(19)を使用した。 
 
1.1 実験方法 
酵素活性を測定するために、グルコース(1%、0.01%、0.005%、0.0025%、0.00125%)
を基質として反応させ、Somogyi-Nelson で検量線を作成した。 
 
Somogyi-Nelson 法 
Somogyi-Nelson 法は Cu2O を硫酸酸性下で燐モリブデン酸と反応させ、モリブデン青
として比色する方法である。基本反応は以下の通りである。 
2Cu2＋ ＋ 還元糖 → Cu2O 
Cu2O ＋ H2SO4 → 2Cu＋ 
2Cu＋ ＋ MoO42－ ＋ SO42－ →2Cu2＋ ＋モリブデン青 
 
1.2 試薬調製  
表 3 Somogyi Nelson 法に用いた試薬調製 100mL 
試薬名 規格 メーカー 数量 単位 
酒石酸カリウムナトリム塩 特級 国産化学 1.2 g 
無水炭酸ナトリウム 特級 関東化学 2.4 g 
硫酸銅 特級 昭和化学 0.4 g 
炭酸水素ナトリウム 特級 関東化学 1.6 g 
無水硫酸ナトリウム 特級 国産化学 18 g 
モリブデン酸アンモニウム（４水和物） 特級 和光純薬 2.5 g 
濃硫酸 特級 和光純薬 2.1 mL 
ヒ酸二ナトリウム（７水和物） 鹿特級 関東化学 0.3 g 
 
①酒石酸カリウムナトリウム塩 1.2ｇと無水炭酸ナトリム 2.4g を水約 25mL に溶かし、
10%硫酸銅水溶液 40mL と炭酸水素ナトリウム 1.6g を加えた。 
②熱水 50mL に無水硫酸ナトリウム 18g を加え、沸騰させた。 
③①と②を混合し水を加えて 100mL にし、密栓し暗所に保存。数日後に沈殿物を、濾紙
を使ってろ過したものをⅠ液とした。 
④モリブデン酸アンモニウム 2.5g と水約 45mL に濃硫酸 2.1mL を溶かした。 
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⑤ヒ酸二ナトリウムを水 2.5mL に溶かした。 
⑥④と⑤を混合し、水を加え 100ml とし、攪拌しながら 55℃25 分加熱した。（褐色瓶に
保存し、一年間は使用可）これをⅡ液とした。 
 
1.3  実験操作 
①試料 1mL にⅠ液を 1mL 加え、100℃で 20 分間加熱した。 
②冷却後Ⅱ液を 1mL 加え、混合後、水を加え、混合後、水を加えて 10ml とした。 
③分光光度計 660nm にて吸光度を測定した。 
④濃度 1%グルコース溶液を段階希釈し、0.01%、0.005%、0.0025%、0.00125%の試料を
調製し検量線を作成した。 
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2.   アミラーゼ標準品を使った Somogyi-Nelson 法における酵素活性の測定 
アミラーゼ標準品をもちいてアミロースを分解し、Somogyi-Nelson 法にて還元糖を測
定することにより酵素活性が測定可能か調べた。また、標準品アミラーゼ濃度と反応時間
の関係から、測定可能なアミラーゼの濃度範囲を求めた。 
 
2.1  測定方法 
0.1％アミロース溶液を、各濃度段階の標準アミラーゼ酵素液と設定時間毎に反応させ、産
生した還元糖の測定を行った。 
 
活性測定の条件 
基質 amylose ,  typeⅢfrom Potato（1mg/ 0.1M NaOH 1mL ） 
酵素液 α アミラーゼ 0.1％ 0.01％ 0.005％ 0.0025％ 0.00125% 
反応停止液 Somogyi-Nelson 法Ⅰ液 
反応時間 0 分 5 分 10 分 20 分 
反応温度 30℃ 
 
2.2  試薬調製 
表 4 アミロース、アミラーゼ溶液の調製にもちいた試薬 
試薬名 規格 メーカー 数量 単位 
アミロース  Fluka 50 mg 
アミラーゼ Min.20units/mg 和光純薬 10 mg 
塩酸 特級 国産化学 1 mL 
水酸化ナトリウム 特級 和光純薬 0.3 g 
 
0.1％アミロース溶液の調製 50mL 
①水酸化ナトリウム 0.3g を蒸留水 30mL に溶かし約 0.24mol にした。アミロース 50mg
を加え混合した。 
②pH6.0 にするために塩酸 0.615mL を蒸留水 20mL に加えて 0.416mol とし、pH メータ
ーで測りながら添加した。 
③pH6.0 を確認したのちに、50mL のメスフラスコを使い定容した。これを 0.1%アミロー
ス溶液とした。 
 
アミラーゼ標準溶液の調製 5mL 
①アミラーゼ 0.01g を 10mL にメスアップを行い、0.1％アミロース溶液を作成した。 
②0.1％アミラーゼから 1mL・0.5mL・0.25mL・0.125mL をそれぞれ 5mL のメスフラス
コにおいて定容した。 
③これらの 0.1%、0.01%、0.005%、0.0025%、0.00125%の溶液をアミラーゼ標準溶液と
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した。 
 
2.3  実験操作 
①基質溶液入りの試験管：10mL 試験管 6 本に基質 3.5mL をそれぞれ添加した。 
②反応停止液入りの試験管：10mL 試験管 6 本にⅠ液 1mL 添加し作成した。 
③酵素液保存：保存は氷中、反応開始 5 分前に使用量を 30℃のウォーターバスに入れ反応
温度に合わせた。 
④反応前処理として基質溶液入り試験管をウォーターバス中に 30℃5 分間浸漬した。 
⑤0.5mL 酵素液を、デジタルピペットを使い基質に添加し回転攪拌機にて攪拌後、計時を
開始した。 
⑥設定時間になったら 1mL とりだし、反応停止液（Ⅰ液）入りの試験管に添加し
Somogyi-Nelson 法の測定を開始した。 
⑦0 分においては反応停止液 1mL 入りに 0.875mL の基質溶液を加え、次いで酵素液
0.125mL を加えて混合し測定を行った。この 0 分の反応を、吸光度を測定する際のブラ
ンクとした。 
⑧試料 1mL にⅠ液を 1mL 加え、100℃で 20 分間加熱した。 
⑨冷却後Ⅱ液を 1mL 加え、混合後、水を加え、混合後、水を加えて 10mL とした。 
⑩分光光度計 660nm にて吸光度を測定した。 
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3.   南極海由来 アミラーゼ生産菌の酵素反応時間の設定 
アミロースと酵素が反応した際に産生される還元糖量をから酵素活性の強さを測定し
ているため、酵素と基質によって産生される還元糖が培養経過時間に対して一定の割合で
生成されている範囲においては正確な酵素活性を測定することができる。そのため、南極
海由来アミラーゼ生産菌の酵素の至適反応時間の設定を試みると同時に、実際に菌株３株
を用いて酵素活性測定の検討を行った。 
 
3.1  実験方法 
増殖の各時期における酵素活性の強さの変化を測定するため、アミラーゼ生産菌の対数
増殖期（17 時間後）、前期定常期（48 時間後）、および後期定常期（72 時間後）における
アミロース基質と酵素の反応時間（0 分、5 分、10 分、20 分）の関係を調べた。所有する
8 株のアミラーゼ生産菌から、デンプン含寒天培地においてクリアゾーンの大きかった 3
株（2A-31、2A‐42、2B-1）を選択し実験を行った。 
 
3.2  試薬調製 
1.2.1 の増殖曲線の測定と同じく BPG 液体培地を作製し前々培養、前培養に使用した。
またこの BPG液体培地に 0.1%デンプンを加えたものを 0.1%デンプン含BPG液体培地と
した。 
 
酵素反応の基質として 1.3.3 の試薬と同じく 0.1%アミロース基質を作製し、酵素反応の
基質に使用した。 
 
3.3  実験操作 
①前々培養、前培養を行ったアミラーゼ生産菌を 0.1％デンプン含 BPG 液体培地 20mL
に 200μL 植菌し、インキュベータ内 20℃において振盪培養を行った。 
②対数増殖期（17 時間後）、前期定常期（48 時間後）、後期定常期（70 時間後）に菌液 1.5mL
を取り出し遠心分離機（11000rpm,10000G）によって微生物を沈殿除去した。 
③微生物取り除いた試料 0.5mL を 0.1％アミロース基質 3.5mL に添加、攪拌後 5、10、
20 分間反応させ、産生された還元糖を 1.3.2 と同じく Somogyi-Nelson 法によって測定
した。 
④0 分においては 1.3.3 と同じく、反応停止液 1ml 入り試験管に 0.875ml の基質溶液を加
え、次いで酵素液 0.125ml を加えて混合し測定を行う。この 0 分の反応を、吸光度を測
定する際のブランクとした。 
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4.   結果 
4.1  Somogyi-Nelson 法による還元糖の測定 
 
 
 
濃度と吸光度との間に直線的相関性が認められた。この検量線の式は酵素活性を測定し、
ユニット数を計算する時に用いた。 
 
4.2  アミラーゼ標準品を使った酵素活性の測定 
 
図 18 標準品アミラーゼ濃度と反応時間の関係 
Abs．1.5 以上になるとランベルト・ベールの法則の直線性が得られなかった。酵素反応
による生成物の反応速度が 0.001％以下では一定しているが 0.01％以上では一定でなく、
図 17 グルコース濃度と Somogiy Nelson 法における吸光度の関係 
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直線性が得られなかった。 
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4.3  酵素反応時間の設定 
 
 
図 19 2A-31 株の各培養経過時間における酵素-基質反応時間と吸光度との関係 
 
 
 
図 20 2A-42 株の各培養経過時間における酵素-基質反応時間と吸光度との関係 
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図 21 2B-1 株の各培養経過時間における酵素-基質反応時間と吸光度との関係 
 
この 3 菌株においては 17 時間後の活性が一番高く、次いで 48 時間後、72 時間後と経
時的に活性は低くなった。また、酵素-基質反応時間が 20 分間を経過すると直線性が得ら
れなくなっていた。以上の結果から酵素-基質反応時間は、各培養経過時間に対して直線性
が得られた 15 分間に設定した。 
 
5.   考察 
グルコース濃度と Somogiy Nelson 法における吸光度の関係から、濃度と吸光度との間
に直線的相関性が認められた。よって、この検量線の式は酵素活性を測定し、ユニット数
を計算する時に用いた。 
アミラーゼ標準品を使った酵素活性の測定から、酵素反応による生成物の反応速度がア
ミラーゼ標準品の濃度が 0.001％以下では一定しているが 0.01％以上になると、Abs.1.5
以上となりランベルト・ベールの法則の直線性が得られなくなった。 
2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株においては酵素活性が高い順に 17 時間後、48 時間後、72
時間後であった。また、各培養経過時間における酵素-基質反応時間と吸光度との関係の直
線性は反応時間 20 分間を経過すると得られなくなっていた。以上の結果から酵素-基質反
応時間は、各培養経過時間に対して直線性が得られと思われる 15 分間に設定した。 
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第 3 節 南極海由来アミラーゼ生産菌の酵素活性測定 
優良菌株を選定するために所有する８株のアミラーゼ生産菌の酵素活性の測定を行っ
た。微生物を培養後、各経過時間に酵素活性の測定を行い、増殖曲線と比較して活性の高
い時期を見つけた。 
 
1.  増殖曲線と酵素活性の比較 
1.1  実験方法 
培養した菌液を酵素液とし、アミロース溶液と反応させ産生された還元糖の測定を
Somogyi-Nelson 法にて行った。 
 
1.2  試薬調製 
1.2.1 の増殖曲線の測定と同じく BPG 液体培地を作製し前々培養、前培養に使用した。
また、本培養には 0.1%デンプン含 BPG 液体培地を使用した。 
 
酵素反応の基質として 1.3.3 の試薬と同じく、0.1%アミロース溶液を作製し使用した。 
 
1.3  実験操作 
①前々培養、前培養を行ったアミラーゼ生産菌をデンプン 0.1％含んだ BPG 液体培地
10mL に 100μL 植菌し、インキュベータ内 20℃において振盪培養を行った。 
②8 時間毎に酵素活性測定を行い、同時に菌の増殖曲線も吸光度を測定した。酵素活性の
測定は 10℃、20℃、30℃において 0.1%アミロース水溶液 3.5mL に、遠心分離機
（11000rpm,10000G）によって微生物を取り除いた試料 0.5mL を添加、攪拌後 15 分
間反応させ、生産された還元糖をソモギ・ネルソン法によって測定した。 
③酵素反応時間、0 分の測定を 1.3.3 と同様に行い吸光度測定のブランクとした。
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2.   酵素活性の消長の測定 
生産された酵素の経過時間に対する安定性から、優良菌株の選択の指標とするために酵
素活性の消長の測定を行った。 
 
2.1  実験方法 
培養した菌液を一定時間ごとに取り出し、その酵素液の経過時間に対する安定性の測定
を Somogyi-Nelson 法にて測定を行った。 
 
2.2 試薬調製 
1.2.1 の増殖曲線の測定と同じく BPG 液体培地を作製し前々培養、前培養に使用した。
また、本培養には 0.1%デンプン含 BPG 液体培地を使用した。 
 
酵素反応の基質として 1.3.3 の試薬と同じく、0.1%アミロース溶液を作製し使用した 
 
2.3 実験操作 
①前々培養、前培養を行った菌液８株をそれぞれ 0.1%含ＢＰＧ液体培地 100mL に対して
1mL 添加した。 
②12、24、48、72 時間毎に菌液を取り出し、 1.1×103rpm,104G にて遠心分離機にかけた
後、0.20μm のメンブランフィルターにて菌を分離した。 
③滅菌済みの試験管に 10mL ずつ入れ 20℃にて保存し、12、24、48、72 時間経過後に
1.4.1 と同じく菌液とアミラーゼ基質を反応させ Somogyi-Nelson 法にて測定酵素活性
の測定をした。 
④吸光度のブランクは 1.3.3 と同じく酵素反応時間 0 分の値とした。 
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3.  結果 
3.1 増殖曲線と酵素活性 
 
 
図 22 2A-31 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
20℃においての酵素活性が比較的高く、対数増殖期の後期にあたる 24 時間後に一番高
くなった。定常期に入ると酵素活性が低下する傾向がみられた。 
 
 
 
図 23 2A-42 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
 30℃において酵素活性が高く、24 時間後に最も高い活性がみられた。定常期に入ると
酵素活性は低下した。 
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図 24 2B-1 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
 20℃において酵素活性が比較的高く、24 時間後に最も高い酵素活性を示している。定
常期に入ると酵素活性は低下した。 
 
 
 
 
図 25 4D-4 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
 20℃において酵素活性が比較的高く、24 時間後に最も高い酵素活性を示している。定
常期に入ると酵素活性は低下した。 
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図 26 5A-25 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
20℃において酵素活性が比較的高く、16 時間後に最も高い酵素活性を示していると。
対数増殖期後期に入ると酵素活性は低下した。 
 
 
 
 
図 27 5A-37 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
20℃において酵素活性が比較的高く、24 時間後に最も高い酵素活性を示していると思
われる。対数増殖期後期に入ると酵素活性は低下した。 
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図 28 5C-66 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
30℃において酵素活性が高く、24 時間後に最も高い活性がみられた。定常期に入ると
酵素活性は低下している。 
 
 
 
図 29 5C-72 株における経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定 
30℃において酵素活性が高い。24 時間後に最も高い活性がみられた。定常期に入ると
酵素活性は低下している。 
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3.2 酵素活性の消長 
 
 
図 30 2A-31 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 1.160Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 54%の活性を
保持していた。 
 
 
 
図 31 2A-42 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 1.028Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 49%の活性を
保持していた。 
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図 32  2B-1 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 0.513Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 62%の活性を
保持していた。 
 
 
 
 
図 33  4D-4 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 0.813Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 52%の活性を
保持していた。 
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図 34  5A-25 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 0.804Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 50%の活性を
保持していた。 
 
 
 
 
図 35  5A-37 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 1.090Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 65%の活性を
保持していた。 
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図 36  5C-66 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 0.913Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 53%の活性を
保持していた。 
 
 
 
図 37  5C-72 株における培養経過時間と生産酵素の消長 
24 時間後の吸光度 1.160Abs の酵素活性が高く、その後、72 時間後にも 51%の活性を
保持していた。 
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5.  考察 
表 5 24 時間後における温度別酵素活性(U) 
濁度(Abs) 10℃ 20℃ 30℃
2A-31 1.063 8.705 11.226 9.921
2A-42 0.984 8.749 9.899 11.072
2B-1 0.694 6.360 8.594 7.400
4D-4 0.730 7.377 8.041 6.448
5A-25 0.904 5.432 6.183 4.988
5A-37 0.927 5.696 6.426 5.165
5C-66 0.888 5.652 6.271 7.112
5C-72 0.980 5.342 6.316 7.178  
 
全ての菌株の経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定から、定常期に近くになると
活性が低くなる傾向があった。5A-25 株は 16 時間後にもっとも酵素活性が高く、その他
の菌株も 24 時間後に酵素活性のピークがみられた。2A-31 株、2B-1 株、4D-4 株、5A-25
株、5A-37 株は 20℃に酵素活性が高かった。2A-42 株、5C-66 株、5C-72 株は 30℃にお
いて酵素活性が高かった。菌株の増殖が定常期になると酵素活性の低下が確認できたため、
対数増殖期を過ぎると微生物からプロテアーゼ等の酵素が生産され、アミラーゼを分解し
ている可能性があった。 
培養経過時間と生産酵素の消長から、全ての菌において、24 時間培養した時点での菌液
の活性が最も高く、それ以後、次第に酵素活性は低下した。 供試した 8 株の中では 2A-31
株と 2A-42 株に、比較的高い酵素活性とその活性保持がみられた。吸光度 0.513～1.160
の間に酵素活性のピークが確認できた。また酵素活性の最も高い 24 時間培養時に生産さ
れた酵素は、産生後 70 時間経過すると 6～5 割ほどに活性を保持していることが分かっ
た。 
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第４節 TLC によるアミラーゼ生産菌の生産物の測定 
 
1.   実験方法 
薄層クロマトグラフィー(TLC)では薄層板の一端を展開液に浸し、展開液とともに試料
が移動するときの移動距離の違いによって物質を分離する。原点から成分のスポット中心
までの距離を、原点から溶媒先端までの距離で割って求められる Rf(Rate of flow)値は薄
層板の種類、展開液、温度等の条件が一定ならば一定値を示す。そのため、この値および
スポットの形状や色から各成分の確認ができる。TLC を利用し、南極海微生物がデンプン
を分解した時に生産する物質の種類を調べた。 
BPG 液体培地にて微生物を 24 時間培養し、この微生物試料を 10,000rpm で 5 分間遠
心分離を行い、菌体を沈澱させた上澄みを酵素液とした。この酵素液を 1%デンプン溶液
に対して、１/8(v/v)量添加し、20℃で 1 時間反応させ、TLC 分析試料とした。 
 
2.   試薬調製 
表 6 TLC に使用した試薬の組成 
試薬名 規格 メーカー 数量 単位 
1-ブタノール 特級 和光純薬 50 mL 
メタノール 特級 国産化学 30 mL 
ホウ酸 特級 昭和化学 0.01854 g/10mL 
硝酸銀 特級 国産化学 0.84935 g 
展開液 ブタノール：メタノール：0.03M ホウ酸水溶液 （5：3：1）の展開液 20ｍL 
に対して硝酸銀を 0.84935g 添加し 0.25N にしたものを使用した。 
 
3.   実験操作 
①試料を 10mL 試験管にとり、乾燥窒素ガス気流下で 2mL 程度まで濃縮を行った。 
②薄層板のシリカゲル塗布面を上にして置き、端から 15 mm のところに鉛筆で軽く出発
線を引いた。この線上に、試料を載せるための印を付け、原点とした。 
③試料溶液を毛細管に取り、原点の一つに軽く触れ、試料の直径が 2 mm 程度になるよう
にスポットし、溶媒が乾くまで放置した。この操作を数回繰り返して、小さく濃いスポ
ットを作った。 
④展開槽に展開液を約 5 mm の高さまで入れ、容器を傾けて内壁全体を溶媒で濡らし、
蓋をしてしばらく置いて内部を展開液の蒸気で飽和させた。 
⑤蓋を開け、下端が展開液にまっすぐに浸るように入れ、瓶の内壁に立てかけて素早く蓋
を閉め、展開液の先端が薄層板の上端から 20 mm まで達した所にて展開を終了した。 
⑥25%アンモニア水を入れ、アンモニア蒸気にて飽和させた展開層の中に 1 時間放置後、
送風乾燥機にて 80 度で 20 分間加熱した。 
⑦発色したプレートをデジタルカメラで撮影し、Rf 値を算出した。 
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⑧Rf 値の算出  Rf ＝ a/b   
a =（原点から試料のスポットの重心までの距離） 
b =（原点から展開液の先端までの距離） 
4.   結果 
 
図 8 菌株の酵素液でアミロースを処理した後の TLC 
1:2A-31 株 2:2A-42 株 3:2B-1 株 4:4D-4 株 5:5A-25 株 6:5A-37 株 7:5C-66 株 
8:5C-72 株 9:スクロース 10:マルトース 
2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株の Rf 値はいずれも
0.25 付近であっためマルトースが産生されていることが確認できた。これらの菌株はアミロー
スからマルトースを生産することができるアミラーゼを生産することが確かめられた。また、
4D-4 株の Rf 値は 0.35 付近であり、スクロースが産生されることが確認できた。 
 
5.  考察 
4D-4 株はスクロースを産生し、それ以外の菌株はマルトースを主に産生していることが確
認できた。しかし、スクロースは還元糖ではないため、第 3 節の結果とは異なった結果となっ
た。スクロースの生産後に加水分解されてグルコースなどの還元糖に変化したと可能性が考え
られる。4D-4 株は他の菌株とは違う海域にて採取されたものであるため、酵素の性質も違う
ものであった。 
 2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株はアミロースから
主にマルトースを生産していた。2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株のグループ、5A-25 株、5A-37
株、5C-66 株、5C-72 株のグループはそれぞれ同じ海域にて採取されたものであり、同様なマ
ルトースを産生する酵素を保持していたと考えられた。マルトースは還元糖であるため酵素活
性測定の結果とは矛盾していない。これらの菌株を用いて、デンプンを糖化させマルトースを
産生することができれば、酒や酢の醸造の際のコストの削減をも期待できると思われた。 
 
 
1  2  3  4    5  6  7  8     9      10 原点 
溶媒先端 
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第 5 節 アミラーゼ生産菌の分解基質について 
デンプン以外の多糖類のうちからマルトース、セルロース、ペクチンを選び、これらに
ついても保有するアミラーゼ生産菌が分解可能か検討した。 
 
1.   実験方法 
マルトース、セルロース、ペクチン、デンプンを含む培地を調製し、菌液の添加後、増
殖曲線と還元糖の測定を行う。還元糖の測定は Somogyi-Nelson 法にて行った。 
 
2.   試薬調製 
表 7 デンプン培地 100mL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 8 マルトース培地 100mL  
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
マルトース 特級 和光純薬 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MgSO₄・7H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
 
表 9 ペクチン培地 100mL 
 
 
 
 
 
 
 
 
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
デンプン 特級 国産化学 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MｇSO₄・７H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
ペクチン  和光純薬 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MgSO₄・７H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
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表 10 セルロース培地 100mL  
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
セルロース  シグマ 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MｇSO₄・7H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
 
0.5％ペプトン、0.5%イーストエクストラクト、0.25%MgSO₄・7H２O、0.1%KCl、0.3%
を 50mL 蒸留水に溶かし培地に対して、マルトース、セルロース、ペクチンをそれぞれ
0.2%加えて高圧滅菌した。 
 
3.   実験操作 
①1.2.1 と同じく、前々培養、前培養を行った保存菌８菌株の菌液を、調製したそれぞれ
の液体培地 100mL に対して 1mL 植菌し、インキュベータ内 20℃において振盪培養し
た。 
②12 時間毎に還元糖の測定をした。マルトース、ペクチンは還元糖を測定する際の試料は、
デジタルピペットにて滅菌済みのチップを使い 1mL 試料を採取し、10mL メスフラス
コにて 10 倍に定容した試料から測定を行った。また同時に、微生物の増殖曲線も同時
に測定した。
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4.   結果 
デンプン培地の分解 
 
図 38  2A-31 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
72 時間後までデンプンが分解され還元糖が増えていた。72 時間後からは還元糖の増加
が止まり、132 時間後までほぼ平衡状態であった。その後、徐々に還元糖は減少した。還
元糖は微生物の増殖が進むごとに増加し、定常期中期に入ると減少の傾向がみられた。こ
のように 2A-31 株はデンプンを基質とした培地を分解し、生成した還元糖はその後減少し
た。還元糖の総量を示す吸光度は 192 時間後には 0.837Abs まで減少した。 
 
 
図 39  2A-42 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
2A-31 と同様に 72 時間後までデンプンが分解され還元糖が増えている。72 時間後から
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は還元糖の増加は止まり、144 時間後までほぼ平衡状態である。その後、この 2A-42 株も
徐々に還元糖は減少した。還元糖は微生物の増殖が進むごとに増加し、定常期に入ると減
少の傾向がみられた。192 時間後には 0.868Abs まで減少した。
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図 40  2B-1 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
72 時間後までデンプン分解が進み還元糖の増加みられる。その後、平衡状態となり 132
時間後には還元糖は減少していく。還元糖は微生物の増殖が進むごとに増加し、定常期に
入ると減少の傾向がみられた。192 時間後には 0.745Abs まで減少した。以後、4D-4 株、
5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株においても同様の傾向がみられた。 
 
 
図 41  4D-４株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
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図 42  5A-25 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
 
 
図 43  5A-37 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
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図 44  5C-66 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
 
 
 
図 45  5C-72 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
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マルトース培地の分解 
 
図 46  2A-31 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
2A-31 の増殖が定常期に入ってから 72 時間後に還元糖(マルトース)の減少がみられた。 
 
 
 
図 47  2A-42 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
2A-42 株の増殖が定常期に入ると徐々に還元糖の減少がみられた。 
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図 48  2B-1 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
2B-1 株が対数増殖期に入ると、徐々に還元糖が低下した。 
 
 
図 49  4D-4 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
4D-4 株が対数増殖期後期に入ると、還元糖は減少した。4D-4 は特に還元糖の減少がみ
られ、0.067Abs まで減少した。 
 
 
 
 
 
51 
 
 
 
図 50  5A-25 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
5A-25 株の増殖が定常期に入り、48 時間後から還元が減少した。 
 
 
図 51  5A-37 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
5A-37 株の増殖が対数増殖期後期に入ると徐々に還元糖の減少がみられた。 
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図 52  5C-66 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
5C-66 株の増殖が対数増殖期後期に入ると徐々に還元糖の減少がみられた。 
 
 
図 53  5C-72 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
5C-72株の増殖が定常期に入ってから60時間後に還元糖(マルトース)の減少がみられた。 
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ペクチン培地の分解 
 
図 54 2A-31 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
セルロース培地の分解 
 
図 55 2A-31 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
ペクチン、セルロース培地においては還元糖の変化が全ての菌株においてみられなかった。 
 
5.  考察 
デンプン分解について 
還元糖は微生物の増殖が進むごとに増加し、定常期に入ると還元糖の増加が止まり、定
常期初期～中期かけて減少の傾向がみられた。微生物が増殖し、アミラーゼが生産される
とデンプンが分解され還元糖が生産されていくと考えられる。還元糖の総量を示す吸光度
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は 192 時間後には 2A-31 株(0.837)、2A-42 株(0.868)、2B-1 株(0.745)、4D-4 株(0.854)、
5A-25 株(1.282)、5A-37 株(1.308)、5C-66 株(1.24)、5C-72 株(0.986)まで減少した。 
 
マルトース分解について 
4D-4 株、5A-25 株、5C-72 株は他の菌株に比べて還元糖量の減少が大きかった。2A-31
株、5A-25 株、5C-72 株のように後半から還元糖量の減少が大きくみられる菌株や、４D-
４株のように早い段階から段々と減少がみられる菌株など還元糖の減少の仕方にも差異
がある。2B-1 株、4D-4 株、5A -37 株、5C-66 株においては微生物の対数増殖期から還元
糖の減少がした。また、2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株、5A-25 株、5C-72 株はデンプンを
基として分解したパターンと同じく定常期にて還元糖が減少した。どの菌株においても最
終的にはマルトースの減少が確認できた。 
 
セルロース分解・ペクチン分解について 
ペクチン培地においては、どの菌株においても還元糖の変動がみられなかった。これら
の菌株ではペクチン、セルロースの分解、消費のいずれも全くできなかったと考えられた。 
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第 6 節 南極海由来アミラーゼ生産菌の 16SｒRNA 解析による種の同定 
リボソーム由来の DNA 遺伝子の塩基配列決定による菌株間の比較は、生物系統分類の
重要な情報となっている。本章では 16SrRNA 解析を行うことにより、南極海由来アミラ
ーゼ生産菌の遺伝子学的特徴から当該菌の種を同定することを目的とした。解析を行った
16SrDNA の部分塩基配列を BLASTN program (21)にて相同性を検索することで同定し
た。BLASTN program とはインターネットを介して塩基配列を送信し、DDBJ などの登
録機関に登録してある塩基配列と相同性の高い配列を検索するコンピューターソフトで
ある。16SrDNA は全長が約 1500bp で、16SrRNA をコードしている領域である。この
部分は細菌の種ごとに配列が異なっているため、塩基配列を解析することにより細菌の同
定を行うことができる。本研究における 16SrDNA 解析は、本大学海洋生化学研究室の小
川剛氏の指導のもと「都市水圏環境に生息するフタル酸ジブチル分解菌の解析に関する研
究」(22)における 16SrDNA 解析を多少変更して行った。 
 
1.   実験方法 
16SrDNA の部分塩基配列を解析するには、まず細胞から IsoplantⅡを用いて DNA を
抽出した。その後、PCR にて目的の領域を増幅するためのプライマーに 27f：
5’-agagtttgatcctggctcag-3’と 1492r：5’-ggctaccttgttacgactt-3’(23)を使用した。これらのプ
ライマーは多くの細菌の DNA とアニーリングすることが可能である。そのため、未知種
の菌株を同定することに使用でき、現在、広く使われているプライマーの 1 種である。PCR
は 95℃：2min, 30cycle (95℃：1min 55℃：1min 72℃：2min) 72℃：2min にて行い、
Thermal Cycler Dice (Takara, Shiga, Japan)を使用した。PCR 反応物は Exo-sap IT で
精製した。シーケンシングには Big dye terminator cycle sequencing kit v3.1 を使用した。
シーケンシングの際には前述の 27f プライマーと 1492r プライマー (24)を使用した。Big 
dye terminator cycle sequencing kit v3.1で 16SrDNA の 5’側約 300bpのシーケンシング
を行った。DNA シーケンサーは ABI PRISM 310 (Applied biosystems) を使用した。
BLASTN を使用し、得られた配列の相同性の検索を行った。 
 
2.   試薬調製 
試薬名 メーカー 数量 
SolutionⅠ Nippon gene, Tokyo, Japan 300μL 
IEW Nippon gene, Tokyo, Japan 100mL 
SolutionⅡ Nippon gene, Tokyo, Japan 150μL 
SolutionⅢA Nippon gene, Tokyo, Japan 100μL 
SolutionⅢB Nippon gene, Tokyo, Japan 120μL 
IsoplantⅡ Nippon gene, Tokyo, Japan 140μL 
Exo-sap IT GE healthcare, Buckinghamshire, England 4μL 
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27f 
5`-agagtttgatcctggctcag-3` 
Nippon gene, Tokyo, Japan 3mL 
1492r 
5`-ggctaccttgttacgactt-3` 
Nippon gene, Tokyo, Japan 3mL 
2.5MdNTPs Nippon gene, Tokyo, Japan 10μL 
Taq ポリメラーゼ Nippon gene, Tokyo, Japan 1μL 
Exo-sapIT GE healthcare,Buckinghamshire,England 4μL 
Big dye Applied biosystems,CA 1.5μL 
  
3.   実験操作 
DNA の抽出 
①前日までに BPG 寒天培地上に菌の培養を行った。 
②SolutionⅠを 50℃に温め結晶を溶かす。SolutionⅠ以外は氷上に用意した。 
③1.5mL のエッペンドルフチューブに滅菌 IEW(ion exchange water)を 1mL 入れ、対象
の菌株を 1 白金耳添加後、ボルテックスにかけ、攪拌した。 
④15000rpm、5min で遠心分離機し、菌体に水を含ませるとともに沈殿分離した。 
⑤上澄みの水相を丁寧に捨て不純物を取り除いた。 
⑥ペレット状になった菌体を溶かすため、 1 白金耳のリゾチームを IEW3mL に溶かした
ものを 300μL 添加し、30℃30min 後、10000rpm、5min にて遠心分離機にかけた。 
⑦細胞壁に作用しリン脂質を分解するため界面活性剤の SolutionⅠを 300μL 加え、ボル
テックスにかけた。 
⑧細胞壁を壊すため SolutionⅡ150μL を加え、ボルテックスを十分にかける。SolutionⅡ
は劇薬であるため保護眼鏡を着用しなければならない。 
⑨50℃、15min 温浴させ、氷上へ移動させた。 
⑩SolutionⅢA100μL を添加し、ボルテックスを行った。 
⑪SolutionⅢB120μL を添加し、ボルテックスを行った後、氷上にて 10min 放置した。 
⑫15000rpm、10min にて遠心分離機をかけて、一番上の水相だけを新しいエッペンチュ
ーブに移した。水相が崩れないように慎重に行わなければならない。 
⑬水相の 2 倍量の 100%エタノールを添加し、軽く振り、繊維状の DNA の確認をした。 
⑭15000rpm、10min にて遠心分離機にかけ、ペレットを崩さないように上澄みを抜き取
った。 
⑮70％エタノール 500μL 添加し、DNA を洗浄した。 
⑯ 15000rpm、5min にて遠心分離機にかけた。 
⑰エタノールを取り除いた後、20min 風乾させた。 
 
PCR にて DNA の増殖 
①試料に ISOPLANTⅡを 140μL 添加、ピペッティングを行い、繊維状の DNA を溶かし
た。 
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②37℃、30min にて温浴後、ピペッティングを行い、氷上に移した。 
③氷上に PCR 用のエッペンチューブを PCR 用と DNA 濃度測定用の２本ずつ用意した。 
DNA の濃度測定 
①新しいエッペンチューブにて IEW を加え試料を 10 倍に希釈した。 
②分光光度計(260nm)で DNA 濃度を測定した。 
③濃度から PCR 時に DNA が１μg 以下を添加するための液量(ｘ)を求めた。 
PCR 
①新しいエッペンチューブに PrimerF 2mL、PrimerR 2mL、buffer10μL、2.5mMdNTPs 
8μL をいれた。 
②DNA の濃度から求めた液量(ｘ)、IEW 77-ｘmL を加え、最後に Taq ポリメラーゼ 1μL
を加えた。taq は振動、熱に弱いため取扱いに注意し、入れる直前に冷凍庫から出して
すぐにしまう。 
③PCR 装置にてホットスタートで PCR を行った。 
 
PCR 産物の精製 
①新しい PCR 用のエッペンチューブを用意し、PCR 産物 10μL と Exo-sap IT 4μL を添
加した。 
②PCR プログラムを使用して 37℃、１h、80℃、15min 経過させる。その後は 4℃に保持
した。 
 
サイクルシーケンス（Big dye reaction） 
①新しい PCR 用のエッペンチューブを用意し、IEW 4.5μL、精製した DNA 5.3μL、シー
クエンシング buffer 2.3μL、PrimerF 1.5μL、PrimerR 1.5μL、Big dye 1.5μL を順番に
入れた。 
②PCR 装置にてシークエンスを行った。 
 
Dye termination の精製 
①Auto Seq TM G-50 Dye Termination Removal kit を用いて行った。 
 
DNA シークエンサー 
①ABI PRISM 310 (Applied biosystems) を使用し解析を行った。 
 
DNA の相同性の検索 
①BLASTN を使用し、得られた配列の相同性の検索を行った。 
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4.   結果 
Strain name   Organisms (DDBJ Accession No.) Similarity (%) 
2A-31  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18241) 100 
  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18239) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (X86466) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (X86465) 100 
2A-42  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU440050) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
2B-1  Acinetobacter sp. (Z93436) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921469) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921468) 100 
   Acinetobacter calcoaceticus (EU921466) 100 
4D-4  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18241) 100 
  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18239) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (X86466) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (X86465) 100 
5A-25  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365524) 100 
5A-37  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU440050) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
5C-66  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU440050) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
5C-72  Acinetobacter sp. (Z93436) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921469) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921468) 100 
   Acinetobacter calcoaceticus (EU921466) 100 
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5.   考察 
南極海から単離したアミラーゼ生産菌の中には、16SrRNA の結果から Acinetobactr sp.
と Pseudoalteromonas sp.のどちらかの種に共通して分類できた。Bergey’s manual of 
systematic bacteriology(25)からこれらの菌株の特性を調べてみると、
Pseudoalteromonas sp.はグラム陰性細菌であり、これらは簡易同定の結果と同様の結果
であった。Pseudoalteromonas sp(2A-42 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株)
や.Pseudoalteromonas haloplanktis(2A-31 株、4D-4 株)は塩要求性があることや一部の
種類では 0～4℃の低温においても成長できることがわかっている。これは南極海のような
低温の環境においても生育できたと考えられる。Acinetobacter sp.( 2B-1 株、5C-72 株)
は 20～37℃の間に至適生育温度があり、特に Acinetobacter calcoaceticus は 15～37℃の
間に至適生育温度があるといわれている。これは第 1 章 1 節で得られた増殖曲線の結果と
一致した。第 1 章 3 節の酵素活性の結果と比べると Pseudoalteromonas sp.である 2A-31
株、4D-4 株、5A-25 株、5A-37 株は 20℃において高い酵素活性が得られ、また、2A-42
株、5C-66株は 30℃にて高い活性が得られている。Acinetobacter sp.である 2B-1株は 20℃
にて、5C-72 株は 30℃にて高い酵素活性が得られている。本研究にて使用した菌株におい
ては、同じ種においても酵素の高く働く温度帯に差がありることがわかった。 
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第 2 章 固定化した南極由来アミラーゼ生産菌によるデンプンモデル汚水分解の検討 
本章では第１章にて、供試した 8 株の中で、比較的高い酵素活性とその活性保持がみら
れ、また、増殖曲線の初期に産生した酵素は 70 時間後にも 最盛期の 5 割ほどに活性を保
持していた 2A-31、2A-42 株を担体に固定し、固定化微生物としてモデル汚水を対象にそ
の分解試験を行った。そのためにまず、固定化微生物によるバイオリアクターの小規模モ
デルを作成し、それで処理した場合の COD の変化、および処理期間中におけるリアクタ
ーモデルの酵素活性の変化について調べ、将来的に実際にデンプン排水の浄化を行う場合
の基礎的知見を得ることを目的とした。 
 
第 1 節  固定化微生物によるデンプン分解の検討 
1.   実験方法 
担体としてキトサンビーズ、セラミック濾材粉砕物を用いてアミラーゼ生産菌を固定化
し、デンプン排水の浄化能の比較を行った。菌固定化担体の調製は、まずアミラーゼ生産
菌の培養を行い、吸光度 0.1Abs の懸濁液を作製し、その中に担体を浸漬して菌体を固定
化した。使用する微生物は生理活性が高いことが望ましいため、BPG 液体培地をもちいて
当該菌の最適成長温度である 20℃で培養を行った。担体としては、微生物を固定化に適し
ているとされるキトサンビーズ(キトパール HP-5020)(26)と、観賞魚用の上面濾過装置に
よく用いられる濾過材として手に入れやすいセラミック製円筒形濾材を破砕して表面積
を広くした破片の、2 種類を用いて比較検討を行った。デンプンを含んだ培地を試験的に
作製し、どのような条件においてデンプンの分解を行うのか、微生物の増殖に適した活性
がある BPG 液体培地を基本にし、その濃度を変えることにより、1%デンプンを分解でき
る条件を求めた。 
 
2.   試薬調製 
試薬名 規格 メーカー 数量 
濾材 鑑賞魚水槽上面濾過用 ドイツ 10mL 
キトサンビーズ 孔径 50μｍ 東京理科器械 10mL 
BPG 液体培地   1L 
可溶性デンプン 特級 国産化学 4g 
NaCl 特級 国産化学 3.4g 
ヨウ化カリウム 特級 関東化学 0.7g 
ヨウ素 特級 和光純薬 0.3g 
 
固体化微生物の調製(14) 
①BPG 液体培地 500mL を作製し、1L のデュラン瓶に入れ、高圧滅菌（121℃、20 分間）
を行った。前々培養、前培養を行った 2A-31、2A-42 株各 1mL を滅菌済み 200mL 三角
フラスコに入れた BPG 液体培地 100mL にデジタルピペットにて植菌をし、20℃にて
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振盪培養を行った。 
②蒸留水に浸漬したキトサンビーズ、セラミック製濾材破片の高圧滅菌を個別に行い、上
記の操作時の植菌と同時にメスシリンダーにて計量したそれぞれの担体10mLを上記の
培地に入れ、吸光度が 1.0Abs 前後になるまで約 24 時間培養し、担体に微生物を吸着固
定化させた。 
③担体を取り出し、表面に付着している遊離状態の菌を除去するために、滅菌済み生理的
食塩水で軽く洗浄した後、新たな BPG 液体培地 200mL をフラスコ内に用意しインキュ
ベータ内 20 ℃にて 1 日振盪培養を行った。その後同じく表面に付着している遊離の菌
を除くために、生理的食塩水で洗浄を行ったものを固定化微生物とした。 
 
培地の調製 
①BPG 液体培地 50ｍL＋500mg(1%相当量) 
②BPG 液体培地 25ｍL＋蒸留水 25ｍL＋500mg(1%相当量) 
③BPG 液体培地 5ｍL＋蒸留水 45ｍL＋500mg(1%相当量) 
④蒸留水 50ｍL＋500mg(1%相当量) 
以上の４種の基質をオートクレーブにて減圧滅菌を行い、培地を作製した。 
 
ヨウ素ヨウ化カリウム液の調製 
ヨウ化カリウム 0.7g、ヨウ素 0.3g と蒸留水 100mL を混合し、作製した。 
 
3.   実験操作 
①滅菌済み 200ｍL 三角フラスコに調製した培地を 50mL ずつ分注し、キトサンビーズ、
濾材に固定化した微生物を50 mL添加しインキュベータ内20℃にて96時間振盪培養を
行った。 
②測定は 6 時間毎にヨウ素デンプン反応を分光光度計にて吸光度を測定した。 
 
ヨウ素デンプン反応の操作(27) 
①試料 1ml に対して、蒸留水を 9mL 加え希釈し、ヨウ素ヨウ化カリウム液 20μL 添加し
た。 
②分光光度計（660nm）にて吸光度の測定を行った。 
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4.   結果 
①BPG 液体培地 50ｍL＋500mg(1%相当量) 
 
図 56 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 57 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
1%デンプンを含んだ BPG 液体培地 50mL において 2A-31 株、2A-42 株の両株とも、濾
材よりキトサンビーズに固定化した微生物の方がヨウ素デンプン反応の吸光度の低下が
みられた。濾材においてもおよそ 24 時間後にはキトサンビーズと同程度の吸光度となっ
た。 
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②BPG 液体培地 25mL＋蒸留水 25mL＋500mg(1%相当量) 
 
図 58 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 59 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
1%デンプンを含んだ 1/2 濃度 BPG 液体培地 50mL において 2A-31 株、2A-42 株の両株
は濾材とキトサンビーズは同程度のヨウ素デンプン反応の吸光度の低下がみられた。1%
デンプン含BPG液体培地においての場合と比較すると、吸光度の低下が緩やかであった。 
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③BPG 液体培地 5mL＋蒸留水 45mL＋500mg(1%相当量) 
 
図 60 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 61 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
1%デンプンを含んだ 1/10 濃度 BPG 液体培地 50mL においても 2A-31 株、2A-42 株の
両株は担体が濾材とキトサンビーズのいずれであっても同程度のヨウ素デンプン反応の
吸光度の低下がみられた。2A-42 株は 42 時間後には 0.249Abs まで吸光度は低下したが、
2A-31 株は 1/2 濃度 BPG 液体培地 50mL と比べてより吸光度の低下が緩やかであった。  
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④蒸留水 50mL＋500mg(1%相当量) 
 
図 62 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 63 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 1%デンプン水溶液 50mL においては 2A-31 株、2A-42 株の両株とも濾材より、キトサ
ンビーズに固定化した微生物の方が、ヨウ素デンプン反応の吸光度の明澄な低下がみられ
た。キトサンビーズに顕著な吸光度の低下がみられたのは、キトサンビーズ中に固定化の
際に BPG 液体培地が取り込まれ、1%デンプン水溶液中での栄養源になった可能性がある。
濾材においてもおよそ 50%程度の吸光度の低下がみられた。
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5.   考察 
全ての菌株において吸光度の低下がみられたが、基質中における BPG 液体培地の割合
が高いほど、吸光度の低下が早くみられた。しかし BPG 培地を全く含まない 1%デンプン
水溶液のみの場合においても 2A-31 株、2A-42 株の両株とも吸光度の低下がみられたこと
から、栄養分の高い培地を加えることなく、デンプンを分解できたと考えられた。デンプ
ン分解のために、廃液に対して新たな栄養分を加えることは環境負荷を考慮すると望まし
くない。そこで 次の段階では、デンプン水溶液の場合の分解条件の検討を進めることに
した。 
同じ組成の基質なのに濾材より、キトサンビーズに固定化した微生物の方が、ヨウ素デ
ンプン反応の吸光度の低下がより顕著にみられたのは、キトサンビーズ中に固定化の際に
BPG 液体培地を構成する成分が取り込まれ、栄養源になった可能性がある。しかし、濾材
においても最終的にはおよそキトサンビーズと同程度の吸光度の低下がみられた。 
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第 2 節  小規模なデンプン分解モデルにての分解能の測定 
1.  実験方法 
担体としてキトサンビーズ、セラミック濾材を用いてアミラーゼ生産菌(2A-31株、2A-42
株)を吸着固定化し、これらを充填した注射筒とペリスタポンプを使い小規模な分解モデル
を作製し、生成物について COD、ヨウ素デンプン反応、酵素活性の測定を行った。また
デンプン排水の濃度を変え、固定化された微生物の分解能も測定した。50mL の注射筒を
使用し、担体、デンプン溶液を入れ、チューブとペリスタポンプで循環させるようにした。
注射筒、チューブなどは沸騰水の中につけ殺菌しておいたものを使用した。 
 
2.  試薬調製 
試薬名 規格 メーカー 数量 
硫酸 特級 和光純薬 237mL 
過マンガン酸カリウム 特級 和光純薬 1.5804g 
シュウ酸ナトリウム 特級 和光純薬 0.41875g 
硝酸銀 特級 和光純薬 20g 
 
6 mol/L 硫酸溶液の調製 
蒸留水 463mL に硫酸 237mL をメスシリンダーとメスピペットで少量ずつ加えて、6 
mol/L 硫酸溶液を調製した。 
 
5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液の調製 
過マンガン酸カリウム 1.5804g を正確に秤取し、蒸留水 2000mL と混合させ、沸騰して
いる水浴上で 1 時間以上加熱し、褐色瓶にて冷暗所に保存し、一夜放置後使用した。 
 
12.5 mmol/L シュウ酸ナトリウム標準溶液を 250 mL の調製 
200℃で約 1 時間乾燥させ、デシケーター中で放冷したシュウ酸ナトリウムを、50 mL
容ビーカーに 0.41874g を秤取した。20～30 mL の蒸留水で溶解した後、250 mL 容メス
フラスコに移し、ビーカーから洗い出しながら標線まで定容し、上下を転倒して十分に撹
拌、均一にした。 
 
0.2g/mL 硝酸銀溶液の調製 
蒸留水 100mL に対して、硝酸銀 20g を添加し調製した。 
 
微生物の固定化 
第 3 章 1 節 2 と同様の方法で、キトサンビーズ、濾材に 2A-31 株、2A-42 株を固定化さ
せた。 
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①キトサンビーズ 30ｍＬを用いたデンプン分解モデル 
以下の 3 種類のデンプン水溶液を調製した。 
1 本目 0.5％デンプン溶液 50mL  
2 本目 1％デンプン溶液 50mL  
3 本目 2％デンプン溶液 50mL  
 
②濾材 30ｍＬを用いたデンプン分解モデル 
以下の 3 種類のデンプン水溶液を調製した。 
1 本目 0.5％デンプン溶液 50mL  
2 本目 1％デンプン溶液 50mL  
3 本目 2％デンプン溶液 50mL 
 
デンプン排水モデルの調製 50mL(28) 
可溶性デンプンは冷水に不溶で熱水に可溶の性質のため、1%澱粉を調製する際、100mL
三角フラスコに 0.5g 秤量し、メスシリンダーにて蒸留水を 50mL 測り取り、できるだけ
少量を可溶性デンプンに加えて湿らせ、残りは沸騰させてから加えて溶解させた。完全に
透明にならない時は 1～2 分間沸騰させる。同様に 0.5%、2%のデンプン排水を調製し 3
種類の濃度にて測定を行った。 
 
 
図 64 ペリスタポンプと注射筒を用いた小規模デンプン分解モデル 
 
3.  実験操作 
8 時間おきに吸光度、COD 測定、酵素活性の測定、ヨウ素デンプン反応の測定を行った。 
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吸光度 
第 1 章 1 節と同様に、分光光度計にて吸光度の測定を行った。1.5mL を分光光度計用セ
ミミクロセルに入れ測定した。この時使用した試料を以降の実験に用いた。 
 
ＣＯＤ測定(29) 
①酸化還元摘定によるＣＯＤの測定を行った。試料 0.5mL を 30mL に希釈して測定した
水試料 30 mL をホールピペットで 100 mL 容三角フラスコに取った。 
②0.2 g/mL硝酸銀溶液をメスピペットで2 mL加え、後に6 mol/L 硫酸溶液を2 mL加え、
均一にしてから 5 mmol/L過マンガン酸カリウム溶液 10 mLをホールピペットで加えた。 
③その後、三角フラスコを直ちに沸騰水浴中に入れ、30 分間加熱した（沸騰水浴中の水面
は必ず常に三角フラスコ内部検水面より高くなるようにした）。 
④加熱後、三角フラスコを水浴から取り出し、12.5 mmol/Lシュウ酸ナトリウム溶液15 mL
をホールピッペトで正確に加えた。 
⑤良く振り混ぜながら、5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液で滴定し、溶液が無色から
わずかに淡紅色になった時点で、終点とし、滴定に要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリ
ウム溶液の体積を a mL とした。 
⑥ブランク試験 検水の代わりに蒸留水を用いて、②～⑤の同様の操作を行った。滴定に
要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液体積を b mL とした。 
⑦次の式を用いて、過マンガン酸カリウムによる酸素消費量を求めた。 
2.0)1000()()( / ´´´-= VfbaOCOD Lmg  
a：滴定に要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液（mL） 
b：ブランク試験の滴定に要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液（mL） 
f：5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液のファクター 
V：検水量（mL） 
 
酵素活性の測定 
第 1 章 3 節と同様に、アミロース水溶液 3.5mL に対して、試料 0.5mL を添加し、20℃
15 分経過後、還元糖の測定を行った。還元糖は Somogyi-Nelson 法を用いて測定した。 
 
ヨウ素デンプン反応 
第 3 章 1 節と同様に 0.2mL を 2mL に希釈し、ヨウ素‐ヨウ化カリウム溶液を 2μL 滴
下し吸光度の測定を行った。
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4.   結果 
キトサンビーズ 30ｍＬを用いたデンプン分解モデル 
0.5％デンプン溶液 50mL 
 
図 65 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株による 0.5%デンプン水溶液中での酵素活
性と COD の経時変化 
 
 
図 66  キトサンビーズに固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での COD と
ヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～16 時間後の段階に最も高い酵素活性がみられ、COD の減少とともに酵素活
性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応は、48 時間後にはほとんどみられなかったため、
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アミロースはそれまでに分解され還元糖になったと考えられる。COD は 2982mg/L→1184 
mg/L まで減少した。 
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図 67 キトサンビーズに固定化した 2A-42 株による 0.5%デンプン水溶液中での酵素活
性と COD の経時変化 
 
 
図 68  キトサンビーズに固定化した 2A-42株による 0.5%デンプン水溶液中での COD と
ヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～24 時間後の段階に最も高い酵素活性がみられ、2A-31 株と同様に COD の減
少とともに酵素活性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応は、48 時間後にはほとんどみ
られなかったため、アミロースはそれまでにほぼ分解され還元糖になったと思われる。
COD は 2988mg/L→1046 mg/L まで減少した。 
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1％デンプン溶液 50mL  
 
図 69  キトサンビーズに固定化した 2A-31 株による 1%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 
図 70  キトサンビーズに固定化した2A-31株による1%デンプン水溶液中でのCODとヨ
ウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～32 時間後の段階に高い酵素活性がみられ、0.5%デンプン水溶液の場合と同じ
ように COD の減少とともに酵素活性も急激な減少に向かった。ヨウ素デンプン反応は、
48 時間後にはほとんどみられなかったため、アミロースはそれ迄に分解され還元糖になっ
たと考えられる。COD は 5560mg/L→2527mg/L まで減少した。0.5%デンプン水溶液と
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比較すると COD の減少割合は低下したが、除去できた被参加性有機物質(デンプン)の絶
対量は大きくなっていた。 
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図 71  キトサンビーズに固定化した 2A-42 株による 1%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 
図 72  キトサンビーズに固定化した2A-42株による1%デンプン水溶液中でのCODとヨ
ウ素デンプン反応の経時変化 
 
8時間後～32時間後の段階に最も高い酵素活性がみられた。2A-31株と同じようにCOD
の低下とともに酵素活性も減少に向かっていた。ヨウ素デンプン反応は、48 時間後にはほ
とんどみられなかったため、アミロースは分解され還元糖になったと考えられた。COD
は 5589mg/L→2200mg/L まで減少した。0.5%デンプン水溶液と比較すると、これもまた、
COD の減少割合は低下したが、絶対値はより大きく低下した。
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2％デンプン溶液 50mL  
 
図 73  キトサンビーズに固定化した 2A-31 株による 2%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 
図 74  キトサンビーズに固定化した2A-31株による2%デンプン水溶液中でのCODとヨ
ウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～24 時間後の段階に高い酵素活性がみられ、ヨウ素デンプン反応も 56 時間後
には 1%デンプン水溶液と同じ程度減少したが、COD の減少の割合は小さい値であった。
32 時間後以降、酵素活性は低下し、COD は 11198mg/L→9236mg/L まで減少した。1%
デンプン水溶液と比較すると、COD の減少の割合、絶対値ともに低下している。ヨウ素
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デンプン反応からデンプンは分解されていると考えられるが、CODは減っていないため、
デンプンの分析により生じた還元糖がそれ以上分解されていないと考えられた。
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図 75  キトサンビーズに固定化した 2A-42 株による 2%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 
図 76  キトサンビーズに固定化した2A-42株による2%デンプン水溶液中でのCODとヨ
ウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～56 時間後まで比較的高い酵素活性が安定的に保持された。しかし、COD の
変化は少なく、11178mg/L→9950mg/L まで 11%減少しただけであった。1%デンプン水溶
液の場合と比較すると、COD の相対的な減少割合、絶対値の減少とも、明らかに劣って
いた。2A-31 と同様にヨウ素デンプン反応からデンプンは分解されていると考えられるが、
COD は減っていないため、新たに生じた還元糖が分解されていないと考えられた。
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濾材 30ｍＬを用いたデンプン分解モデル 
0.5％デンプン溶液 50mL 
 
図 77  濾材に固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での酵素活性と COD の
経時変化 
 
 
図 78  濾材に固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での COD とヨウ素デン
プン反応の経時変化 
 
濾材においても、初期の段階の 8 時間後～40 時間に安定して高い酵素活性がみられた。
COD の減少とともに酵素活性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応からは、40 時間後
まで明らかに減少したがそれ以降は変化がみられず、デンプンから生成したアミロースは
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分解され還元糖になったと考えられる。COD は 2978mg/L→1838 mg/L まで約 38%減少
した。
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図 79  濾材に固定化した 2A-42株による 0.5%デンプン水溶液中での酵素活性と COD の
経時変化 
 
 
図 80  濾材に固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での COD とヨウ素デン
プン反応の経時変化 
 
2A-42 株においても、初期の段階の 8 時間後～40 時間に高い酵素活性が安定してみられ
た。COD の減少とともに酵素活性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応は、80 時間後
までほぼ直線的に減少、それ以降はあまり変化がみられず、アミロースは分解され還元糖
になったと考えられる。図 68 のキトサンビーズの場合と比べてヨウ素デンプン反応の吸
光度の低下は少し遅かった。COD は 2988mg/L→1739 mg/L まで約 42%減少した。
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1％デンプン溶液 50mL  
 
図 81  濾材に固定化した2A-31株による1%デンプン水溶液中での酵素活性とCODの経
時変化 
 
 
図 82  濾材に固定化した2A-31株による1%デンプン水溶液中でのCODとヨウ素デンプ
ン反応の経時変化 
 
8 時間後～40 時間に比較的高い酵素活性がみられた。COD の減少程度は図 69、70 キト
サンビーズの割合と比べて低い値となっていた。しかし、ヨウ素デンプン反応からは、16
時間後から 48 時間後まで急激に減少それ以降は変化がみられず、アミロースは分解され
還元糖になっているが、COD は減少していない状態となっていた。COD は
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5560mg/L→4464 mg/L まで 20%減少した。
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図 83  濾材に固定化した2A-42株による1%デンプン水溶液中での酵素活性とCODの経
時変化 
 
 
図 84  濾材に固定化した2A-42株による1%デンプン水溶液中でのCODとヨウ素デンプ
ン反応の経時変化 
 
2A-31 株と同じく、8 時間後～32 時間に比較的高い酵素活性がみられた。COD の減少
は図 71、72 のキトサンビーズと比べて低い値となっていた。しかし、ヨウ素デンプン反
応からは、48 時間後まで減少それ以降は変化がみられず、アミロースは分解され還元糖に
なっているが、COD は減少していない状態となっていた。COD は 5579mg/L→4588mg/L
まで減少した。 
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2％デンプン溶液 50mL 
 
図 85  濾材に固定化した2A-31株による2%デンプン水溶液中の酵素活性とCODの経時
変化 
 
 
図 86  濾材に固定化した2A-31株による2%デンプン水溶液中のCODとヨウ素デンプン
反応の経時変化 
 
COD の変化がみられず、ヨウ素デンプン反応も他の実験系と比べ、40 時間あたりまで
ほとんど減少せず高い値を示す結果となったが、48 時間以後 96 時間までは徐々に低下し
続けた。 
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図 87  濾材に固定化した2A-42株による2%デンプン水溶液中の酵素活性とCODの経時
変化 
 
 
図 88  濾材に固定化した2A-31株による2%デンプン水溶液中のCODとヨウ素デンプン
反応の経時変化 
2A-31 株と同様に COD の変化がほとんどみられず、ヨウ素デンプン反応も他の実験系
と比べ、高い値を示す結果となった。 
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5.   考察 
表 11 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株、2A-42 株における COD(mg/L)の低下の値と
デンプン濃度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 2982 1184 1798 5560 2527 3033 11198 9236 1962
2A-42株 2988 1046 1942 5589 2200 3389 11178 9950 1228
0.5% 1.0% 2.0%
 
 
表 12 濾材に固定化した 2A-31 株、2A-42 株における COD(mg/L)の低下の値とデンプン濃
度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 2978 1838 1729 5560 4464 1096 11099 10703 396
2A-42株 2988 1739 1249 5579 4588 991 11178 10544 634
0.5% 1.0% 2.0%
 
 
表 13 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株、2A-42 株における酵素活性(U)（最大値、最
小値）とのデンプン濃度の比較 
Max Min Max Min Max Min
2A-31株 3.387 1.124 5.226 1.021 4.542 1.653
2A-42株 3.794 1.228 4.904 1.212 4.103 2.021
2.0%0.5% 1.0%
 
 
表 14 濾材に固定化した 2A-31 株、2A-42 株における酵素活性(U)（最大値、最小値）との
デンプン濃度の比較 
Max Min Max Min Max Min
2A-31株 2.997 1.132 2.779 1.236 2.497 1.053
2A-42株 2.598 1.221 2.406 1.159 2.825 1.27
0.5% 1.0% 2.0%
 
 
表 15 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株、2A-42 株におけるヨウ素デンプン反応(Abs)
の低下の値とデンプン濃度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 0.904 0.059 0.845 1.425 0.173 1.252 1.725 0.121 1.604
2A-42株 0.903 0.092 0.811 1.431 0.201 1.230 1.702 0.253 1.449
2.0%0.5% 1.0%
 
 
表 16 濾材に固定化した 2A-31 株、2A-42 株におけるヨウ素デンプン反応(Abs)の低下の値
とデンプン濃度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 0.9 0.132 0.768 1.409 0.231 1.178 1.805 0.603 1.202
2A-42株 0.909 0.196 0.713 1.391 0.269 1.122 1.792 0.763 1.029
0.5% 1.0% 2.0%
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全ての実験結果から運転開始後の初期の段階において、比較的高い酵素活性がみられた。
キトサンビーズの 0.5%、1%、濾材の 0.5%のデンプン水溶液の濃度段階では、COD が低
下するのと平行して、酵素活性の低下がみられた。しかしながら、キトサンビーズの 2%、
濾材の 1%、2%の濃度段階においては COD の低下はみられなかった。デンプン廃水のモ
デルとして 0.5~2.0%デンプン水溶液を対象とした第 2節の実験結果から、2A-31株、2A-42
株はデンプン濃度の低い時により高い COD 低下能を発揮していた。この他にコストや
COD の低下の程度を考慮し、約 100 倍のスケールアップを行うために第 3 節では 0.2%デ
ンプン排水 5L を対象として濾材にて分解するモデルを考えた。 
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第 3 節   スケールアップしたデンプン分解モデルの作成 
1.   実験方法 
0.2％デンプン排水をモデル汚水として 5L 調製し、上面濾過型水槽を用いて第 2 節から
約 100 倍のスケールアップを行った簡易的なデンプン分解モデルの作成をした。キトサン
ビーズは濾材よりも COD の低下の値は高いが、キトサンビーズ 50mL で 3000 円という
高いコストがかかる。実用化する場合のコスト面を考慮して、本節では濾材粉砕物を用い
て、デンプン分解モデルを作った。第 2 節と同様に COD、酵素活性、ヨウ素デンプン反
応、吸光度の測定をし、固定化微生物のデンプン分解能を調べた。 
 
2.   試薬調製 
試薬名 規格 メーカー 数量 
濾材(粉砕物) 鑑賞魚水槽上面濾過用 ドイツ製 1500g 
BPG 液体培地     3000mL 
滅菌生理食塩水（0.85％）     2000mL 
 
固定化微生物の調製 
濾材 1,500ｇ、BPG 液体培地 3,000mL、滅菌生理食塩水（0.85％）2,000mL を用いて、
第 3 章 1 節の試薬調整と同様に固定化微生物を作製した。 
  
モデルデンプン排水の調製 
第 3 章 2 節の試薬調製と同様に、5L の 0.2%デンプン水溶液を調製した。 
 
3.   実験操作 
上面濾過型水槽をもちいたデンプン分解モデルの作成 
上面濾過装置に微生物を固定化した濾材をできる限り多く敷き詰め、その上にスポンジ
状のフィルターをかぶせ、デンプン水溶液 5L を循環させるモデルを作製した。使用する
機材はできる限り、煮沸殺菌を行い、また、落下細菌の混入を防ぐためアルミホイルにて
可能な限り隙間を塞いだ。 
微生物を固定化した担体を用いて、8 時間おきにモデル汚水の COD を測定した。同時
に Somogyi-Nelson 法にてモデル汚水の酵素活性、ヨウ素デンプン反応、吸光度を測定し、
COD との変化を比較検討した。実験操作は第 3 章 2 節の実験操作と同様に行った。 
 
90 
 
 
図 89 スケールアップしたデンプン分解モデル 
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4.  結果 
 
図 90  濾材に固定化した 2A-31 株による 0.2%デンプン水溶液 5L 中の酵素活性と COD
の経時変化 
 
 
図 91  濾材に固定化した 2A-31 株による 0.2%デンプン水溶液 5L 中の COD とヨウ素デ
ンプン反応の経時変化 
 
12 時間後～24 時間後まで高い酵素活性がみられた。小規模な分解モデルと同様に COD
の減少とともに酵素活性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応からは、24 時間後には、
ほとんど反応はみられなかったため、アミロースは分解され新たに生じた還元糖になった
と考えられる。COD は 1249mg/L→579mg/L まで約 54%減少した。 
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図 92  濾材に固定化した 2A-42 株による 0.2%デンプン水溶液 5L 中の酵素活性と COD
の経時変化 
 
 
図 93  濾材に固定化した 2A-42 株による 0.2%デンプン水溶液 5L 中の COD とヨウ素デ
ンプン反応の経時変化 
 
2A-31 株と同様に 12 時間後～24 時間後まで高い酵素活性がみられた。また、COD の
減少とともに酵素活性も減少に向かっていた。同じく、ヨウ素デンプン反応からは、24
時間後には、ほとんど反応はみられなかったため、アミロースは分解され還元糖になった
と考えられる。COD は 1231mg/L→634mg/L まで約 49%減少した。 
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5.   考察 
表 17 濾材に固定化した微生物による 0.2％デンプン水溶液の COD の低下の値 
0hr① 96hr② ①-②
2A-31株 1249 555 694
2A-42株 1231 634 597
COD(mg/L)の低下の値
 
 
表 18 濾材に固定化した微生物による 0.2％デンプン水溶液の酵素活性 
Max Min
2A-31株 3.595 1.066
2A-42株 3.688 1.631
酵素活性(U)
 
 
表 19 濾材に固定化した微生物による 0.2％デンプン水溶液のヨウ素デンプン反応 
0hr① 96hr② ①-②
2A-31株 0.553 0.040 0.513
2A-42株 0.549 0.063 0.486
ヨウ素デンプン反応(Abs)
 
 
 
小規模な分解モデルと同様に、スケールアップをした際にも COD の減少が確認できた。
今回の実験においても 12 時間～24 時間の間に酵素活性が高い時期であり、その後、徐々
に減少していく傾向があった。COD を低下させるため、24 時間後に固定化微生物の活性
を取り戻すように活性保持のために添加材を加えるなどの工夫をすれば、よりよい結果が
求められる可能性がある。最終的には COD579mg/L まで低下させることができ、排出基
準である 120mg/L に安価に近づくことができたことから、従来工場内に設置している一
般的な活性汚泥処理法の前処理法として、活用できる可能性があると思われた。 
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総括 
保有する南極海由来アミラーゼ生産菌 8 株はいずれも 15～20℃が増殖最適温度であっ
た。また全菌株とも 24 時間培養後に最も高い酵素活性がみられたが、その後、増殖が進
むにつれ酵素活性は低くなる傾向がみられた。特に 2A-31 株、2A-42 株の 2 種は 20～30℃
にて、他の株より高い酵素活性 11U(μmol/15min)を示していた。これらの結果から、2A-31
株、2A-42 株の 2 種がアミロースの分解に関して優良菌株であることが確認できた。なお、
24 時間後の培養液上澄みを取り出し、20℃にて酵素活性の消長を調べた結果、2A-31 株
は 48 時間後にも活性の約 60％(13U→6U)を保持しており、4D-4 株、5A-25 株、5C-72
株はアミロースの他にマルトースのも分解することが確認できた。TLC によるアミラーゼ
生産菌の生産物の測定結果から、4D-4 株はスクロースを産生し、それ以外の菌株はマルトー
スを主に産生していることが確認できた。遺伝学的同定の結果を Bergy’s manual に掲載さ
れている性状と比較したところ、2B-1 株、5C-72 株が Acinetobacter sp.であり、その他
の株はいずれも Pseudoalteromonas sp. であった。 
2A-31 株、2A-42 株の両株を用いて作成したごく小規模なデンプン分解モデルが、キト
サンビーズの場合 0.5%、1%、濾材の場合 0.5%のデンプン水溶液の濃度段階では COD が
低下するのと平行して、酵素活性の低下がみられた。しかしながら、キトサンビーズの 2%、
濾材の 1%、2%の濃度段階においては COD の低下はみられなかった。2A-31 株、2A-42
株は 1%以下のデンプン濃度において効果的に COD を低下させていることがわかった。こ
の性質を利用して、100 倍スケールアップ時には 0.2％のデンプン水溶液 5L を上面濾過水
槽により分解するモデル系を作成した。この分解モデルでも、小規模分解モデルと同じく
COD の減少が確認できた。スケールアップした実験においても酵素活性が高い時期が 12
時間～24 時間の初期の段階であり、その後、減少していく傾向であった。COD をより速
く低下させるためには、24 時間以降にも固定化微生物の酵素活性を維持するよう、添加剤
を加えるなどして生理活性を高めるなどの工夫をしなければならいと思われる。最終的に
は COD555mg/L まで低下させることができ、排出基準である 120mg/L に安価に近づくこ
とができた。 
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